





















colostrum,  since  this  species does not  receive maternal  antibodies  through  the placenta.  In  the 
present  study, outer membrane vesicles  (OMVs) obtained  from main ETEC  strains  involved  in 
piglet infection (F4 and F18 serotypes), encapsulated into zein nanoparticles coated with Gantrez®® 
AN‐mannosamine  conjugate, were  used  to  orally  immunize mice  and  pregnant  sows.  Loaded 
nanoparticles were homogeneous and spherical in a shape, with a size of 220–280 nm. The diffusion 
of  nanoparticles  through  porcine  intestinal mucus  barrier was  assessed  by  a Multiple  Particle 















its  high  rate  of mortality,  reduced weight  gain  and  the  cost  of medication  [1].  These  infections 
commonly occur  after birth or  after weaning  [2]. The  losses produced by ETEC  in  farms  can be 
minimized with  the use  of prophylactic  antibiotics  [1]. However, most  countries have  rationally 













The genetic plasticity of ETEC strains,  their many different virulence factors, and  the  limited 
knowledge of the immunological mechanisms involved in protection makes the development of an 
effective  vaccine  against  ETEC  a  real  challenge  [15,16]. Consequently,  this  antigenic  complexity 






























Gantrez®®  AN  119  was  supplied  by  Ashland  Inc.  (Barcelona,  Spain).  Mannosamine 
hydrochloride, zein, mannitol, lysine, tween 20, bromoethylamine‐hydrobromide and Bovine Serum 
Albumin  (BSA) were purchased  from  Sigma‐Aldrich  (Spain). Acetone was obtained  from VWR‐
Prolabo (Spain) and O‐ phtalaldehide was provided by  Invitrogen (Thermo Fisher, Waltham, Ma. 
USA). Ethanol, formaldehyde, NaOH and DMSO was supplied by Panreac (Spain). TSB was obtained 
from bioMérieux  (Marcy  lʹEtoile, France). RPMI was obtained  from Gibco‐BRL  (UK). Coomassie 
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Broth  for  18 h  at  37  °C with  agitation. OMVs were  obtained  following  a method  adapted  from 
Camacho  et  al.  [22].  Bacteria were  grown  in  500 mL  of  TSB  under  shaking  overnight  to  early 
stationary phase (37 °C, 125 rpm). Then, bacteria were inactivated during 6 h with a solution of binary 











dried.  Finally,  the  resulting  powder  was  stored  at  room  temperature  in  a  hermetically  sealed 
container  until  use.  The  GM  conjugate  was  characterized  and  the  mannosamine  content  was 
calculated to be 21 μg/mg polymer. 
In  the  second  step,  the  OMVs‐loaded  zein  nanoparticles  prepared were  coated  by  simple 
incubation with the GM conjugate. A ratio of 400 mg zein, 15 mg OMVs and 66.7 mg L‐lysine were 
dissolved in 40 mL ethanol 70%. Then, nanoparticles were obtained by the addition of 40 mL water 
in  the  ethanol  70 %  phase  solution  of  zein.  The  resulting  nanoparticles were maintained  under 
magnetic agitation for 5 min. After that, 1 mL of a solution of GM in water (10 mg/ Ml) was added to 
the suspension of OMV‐loaded zein nanoparticles and incubated for 30 min. Finally, 13.33 mL of an 









The particle  size, polydispersity  index  (PDI)  and  zeta‐potential were determined by photon 
correlation sprectroscopy (PCS) and electrophoretic laser Doppler anemometry, respectively, using a 
Zetasizer  analyser  system  (Malvern®®  Instruments, UK).  The  diameter  of  the  nanoparticles was 
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3.2. Morphology and Shape 




120  Transmission  Electron Microscope  (Oberkochen, Germany)  coupled with  a  digital  imaging 
system was employed. 
3.3. In Vitro Evaluation of Nanoparticles Diffusion in Mucus 
The  diffusion  of  nanoparticles  through  porcine  intestinal  mucus  barrier,  as  an  in  vitro 






in  order  to  convert  the movement  of  each particle  into  individual  trajectories within  the mucus 
matrix. At least 100 individual trajectories were studied, and the experiment was replicated a further 
two times for each particle type. In order to compare the effective diffusion of each type of particle 








orally. A  single  dose  of  phosphate‐buffered  saline  (PBS), OMV‐loaded  nanoparticles  (100  μg  of 
extract) or free OMVs (100 μg of extract) were administered. F4 and F18 formulations were mixed at 
a 1:1 ratio; each concentration of the mixture was prepared  individually. Blood and fecal samples 
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2 min  to  eliminate  erythrocytes. The dispersions were  centrifuged  again  (380  g,  5 min)  and  the 
















The  third  group  of  sows  (n  =  6)  received  one  immunization with  the  commercial  vaccine 
Suiseng®®. The remaining six pigs were used as a control and only received PBS orally. The born 
piglets were stabled with their mother until weaning. 








(with  Tukey  post  hoc  test).  p  values  of  <  0.05  were  considered  as  statistically  significant.  All 








values  observed  for  the  empty  ones  (about  −37 mV).  Interestingly,  the payload  of  the  resulting 
nanoparticles was calculated to be 60 μg OMV per mg nanoparticle. 
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GM‐NPZ  227 ± 6  0.108 ± 0.04  −37.1 ± 0.8  88 ± 2  n.a. 
F4‐GM‐NPZ  240 ± 3  0.151 ± 0.03  −32.5 ± 1.8  82 ± 5  60 ± 1.5 







































higher  than  those  elicited  by  the  non‐encapsulated  antigens.  The  adjuvant  effect  of 
nanoencapsulation was also significant with  respect  to  the specific  IgA  in serum as well as  feces 
(Figure 1). 








The  levels of different cytokines  (IL‐2,  IL‐4,  IL‐6, TNFα,  IFNγ,  IL‐10,  IL‐17a and  IL‐22) were 










encapsulated  into  nanoparticles  and  homologous  free  OMVs  were  considered  as  statistically 
significant (*). 







two  weeks  after  the  second  immunization,  the  IgA  levels  decreased  in  animals  receiving  the 
commercial vaccine, while sows administered with  the encapsulated vaccines reached the highest 
levels.  In addition,  three weeks after receiving  the second  immunization,  IgG and  IgA antibodies 
were also studied in colostrum collected on the day of labor, indicating that the NPII vaccine was the 
most effective in inducing specific antibodies. Significant differences were detected between NPI and 
NPII  vaccines  in  eliciting  specific  IgG  and  IgM  levels  in  serum.  IgM  levels  in  feces were  also 
significant when compared to NPI and NPII (Figure 3). 
In maternal colostrum,  there were significant differences between  the non‐immunized group 
and  the  immunized groups with NPI, NPII or Suiseng with  respect  to  the  specific  IgG and  IgM 
antibodies  (Figure  4).  The  offspring  piglets  from  immunized  sows with NPI  or NPII  presented 









dose was  administered  between  the  13th  and  14th week  of  gestation. A  control  group  of  non‐











eight‐week  pregnant  sows  were  immunized  orally  with  the  nanoparticle  based  vaccine,  and 














mainly  applied  parenterally,  contain  different  virulence  factors  such  as  fimbriae,  LPS,  outer 
membrane  proteins  (OMPs)  and  LT  enterotoxins  [24–26]. However,  they  tend  to  stimulate  the 
systemic  rather  than  the mucosal  immune  system  required  to  provide  protection  against  ETEC 
bacteria in the gut [17]. Oral immunization might overcome that problem but faces several barriers 
[27]. First, oral vaccines have  to be able  to  successfully  reach  the  intestine after diverse physico‐
chemical challenges, such as the extreme acidic pH in the stomach, the peristaltic gut movements and 











with antigens may occur  in  the aqueous environment. As a consequence, a  fraction of  the  loaded 
antigen  may  be  inactivated.  In  order  to  minimize  these  drawbacks,  in  this  work  OMVs  were 
encapsulated  into  zein nanoparticles  coated with  a Gantrez–mannosamine  conjugate  (OMV‐GM‐
NPZ). Zein nanoparticles can accommodate proteins without causing inactivation of the payload [37]. 
On  the other hand,  the  employment of  the Gantrez–mannosamine  conjugate offers both mucus‐
permeating properties (due to its hydrophilic nature) and immunostimulatory features [21]. 
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Mice studies revealed that OMV‐GM‐NPZ induce specific IgG1, IgG2a and IgA antibodies after 
a single oral dose.  In contrast,  the antibody  levels elicited by non‐encapsulated OMVs decreased 
earlier after immunization. The cytokine profile elicited in the animals immunized with encapsulated 
OMVs  confirmed  the  immunoadjuvant properties  of  these particles. These differences  are  likely 
related to the protective and synergic effects of nanoparticles. First, it has been reported that zein‐
based nanoparticles conferred resistance to digestive enzymes [38]. Second, Gantrez–mannosamine 
has  demonstrated  immunostimulant  properties  [20,29,30].  Third,  the  encapsulation  of  antigens 







specific antibodies  transferred passively from sow to piglet  through  the colostrum and milk. This 










piglets. However,  the  projection  of  any  formulation  to  be  applied  in  the  pregnant  target  is  not 




husbandry. Given  the promising  evidence of nanotechnology  in vaccination, we present here an 
affordable and easy‐to‐produce nanoparticle vaccine candidate against ETEC, based on zein and the 
immunomodulatory  polymer  Gantrez®®  AN119  (poly‐methyl  vinyl  ether‐co‐maleic  anhydride). 
Results  show  the potential of ETEC outer membrane vesicles  loaded  into  these mucopenetrating 
nanoparticles for oral vaccination in pregnant sows. The presence of antibodies in offspring piglets 
indicates  that  this vaccination  strategy has  real potential with  respect  to  the  transfer of maternal 
antibodies to the offspring. 
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